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Immobilization	 of	 lipase	 from	 Candida 
antarctica	was	performed	on	an	 ionica-
lly	 crosslinked	 hydrogel	 with	 chitosan	









soportes	 por	 crioconcentración	 (conge-
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tivity	 and	 reuse	of	 the	 support	with	 the	
entrapment	method.	Tests	of	physicoche-








Uma serie de filmes de gelatina quitosana 














com	 o	 método	 de	 atrapamento.	 Foram	








La	 catálisis	 enzimática	 en	 medios	 no	
acuosos	ha	adquirido	considerable	impor-
tancia	por	su	aplicación	en	la	fabricación	
de	 ingredientes,	 productos	 intermedios	
y finales de muy variadas actividades 
industriales	(1).	El	bioprocesamiento	en	
fase	 no	 acuosa	 es	 muy	 interesante	 por-
que	 favorece	 la	 estabilidad	 térmica	 de	




medio	 y	 facilita	 la	 recuperación	 de	 los	
productos	debido	a	que	se	separan	sim-
ple	 y	 económicamente	 del	 solvente	 por	
evaporación	(3).	
Para	 usar	 los	 catalizadores	 enzimá-
ticos	 repetidamente,	 se	 deben	 llevar	 a	
cabo	 procesos	 de	 inmovilización	 que	
se	 pueden	 aplicar	 a	 procesos	 por	 lotes	
o	continuos.	La	inmovilización	de	enzi-
mas	consiste	en	la	restricción	deliberada	
de	 la	 movilidad	 de	 la	 enzima.	 Después	
de	 inmovilizadas,	 las	 enzimas	 quedan	
localizadas en una región definida del 
espacio,	limitada	por	barreras	materiales	
o	electrostáticas,	que	separan	físicamen-
te	 la	 enzima	 del	 seno	 del	 medio	 de	 re-
acción,	pero	permeables	a	las	moléculas	





reacciones.	 El	 grado	 de	 mejora	 de	 esta	
estabilidad	 operacional	 depende	 de	 la	
estructura	 de	 la	 enzima,	 del	 método	 de	
inmovilización	y	del	tipo	de	soporte	(4).






cra interacciones superficiales reversibles 
entre	la	enzima	y	el	material	de	soporte.	














Se	 ha	 observado	 que	 la	 inmovilización	
por	 adsorción	 no	 covalente	 es	 muy	 útil	
en	sistemas	no	acuosos,	en	los	cuales	la	
desorción	puede	 ser	despreciada	debido	
a	 la	 baja	 solubilidad	 de	 enzimas	 en	 es-
tos disolventes (6, 7). Otro método de 
inmovilización	física	es	el	atrapamiento	
en	matrices,	en	el	cual	la	solución	de	en-
zima se mezcla con un fluido polimérico 
que luego se solidifica. Ejemplos carac-
terísticos	de	este	 tipo	de	 inmovilización	







obtenido	 por	 N-desacetilación	 alcalina	




en	 particular	 lipasas,	 no	 solo	 porque	 su	
método	de	obtención	es	simple,	sino	tam-
bién	porque	brinda	propiedades	físicas	y	
químicas	 de	 interacción	 enzima-soporte	
interesantes	para	llevar	a	cabo	reacciones	




en este estudio se justifica por su afini-
dad	con	las	proteínas,	la	presencia	en	sus	
moléculas	 de	 grupos	 amino	 reactivos,	
su	biocompatibilidad	y	porque	se	puede	




tencia	 mecánica	 y,	 consecuentemente,	
ampliar	 sus	posibilidades	de	aplicación.	
Estos	complejos	polielectrolíticos	se	for-



















raturas por debajo de -6 °C experimenta 
gelificación (12). De forma similar, las 
soluciones	acuosas	de	muchos	polímeros	
sintéticos	y	naturales	tales	como	alcohol	
polivinílico	 (PVA),	 quitosano,	 xantano,	
goma	 locust,	 amilopectina,	 amilasa	 y	
maltodextrinas	experimentan	cambios	fí-
sicos	como	resultado	de	su	congelación,	







de	 nanopartículas	 biológicas,	 células	 y	
enzimas	(13,14).	En	los	materiales	basa-
dos	 en	 quitosano,	 obtenidos	 por	 conge-
lación	 y	 descongelación	 seguidas	 o	 no	
por un proceso final de deshidratación, 
el	 tamaño	 de	 los	 cristales	 y,	 por	 tanto,	
el	 tamaño	promedio	y	 la	orientación	de	
los	poros	en	el	producto	seco	se	ajustan	








en	 la	 dispersión	 precursora	 del	 criogel	
(14,	15).	
En	este	trabajo,	a	partir	de	los	hidro-
geles	 híbridos	 de	 quitosano-gelatina,	 y	
mediante	distintas	 técnicas	de	deshidra-
tación,	 se	 prepararon	 y	 caracterizaron	





una	 lipasa	 de	 Candida antarctica	 tanto	
por	 adsorción	 como	 por	 atrapamiento.	
Para	la	medida	de	la	actividad	del	siste-
ma	inmovilizado	se	utilizó	la	reacción	de	





76,2% y peso molecular de 602 KDa, en 






de	 Candida antarctica (Novozym	 435),	




adquirida	 en	 Novo	 Nordisk	 A/S	 (Bags-
vaerd,	 Denmark).	 Los	 demás	 reactivos	
fueron	grado	analítico	de	diferentes	casas	
comerciales.





(16). En ellas se varió la relación de los 
biopolímeros	 quitosano:gelatina	 (1:2,	
1:5	y	1:10)	y	su	concentración	total	(3,0,	
3,5	 y	 4,0%	 w/w).	 Por	 ejemplo,	 para	 la	
preparación	de	dispersión	de	relación	1:5	
quitosano:gelatina	 con	 una	 concentra-
ción final de biopolímeros del 3%, se adi-
cionaron	0,5	g	de	quitosano	en	50	mL	de	
agua	y	2,5	g	de	gelatina	en	otros	50	mL	












5,5-6,0 por adición lenta de NaOH 1 M 
con	agitación	de	150	rpm.	Paralelamente	
se	prepararon	dispersiones	de	gelatina	en	




Se	 mezclaron	 las	 dispersiones	 de	
quitosano	 y	 de	 gelatina	 ajustando	 su	
pH hasta alcanzar tres niveles (5,5, 6,0 
y 6,5). Estos sistemas compuestos se 
colocaron	 en	 cajas	 de	 Petri	 (10	 cm	 de	















biopolimérica) hasta que gelificaron (20 
ºC);	 posteriormente	 fueron	 sometidas	 a	
deshidratación.	
Procedimientos de deshidratación 
de los hidrogeles
Procedimiento de secado convectivo con 





	 Procedimiento de secado por con-
gelaciones-descongelaciones sucesivas 
(CDS). Los soportes gelificados fueron 




de los soportes gelificados, una parte de 
su	contenido	de	agua	se	pudo	separar	y	
extraer	 fácilmente	 al	 inclinar	 la	 caja	 de	
Petri	que	contenía	la	muestra.	El	exceso	
de humedad superficial del gel se retiró 
utilizando	 una	 servilleta	 de	 papel.	 Este	
procedimiento	 se	 repitió	 5	 veces	 (ci-
clos).
Inmovilización de la enzima
Preparación de la solución enzimáti-






peratura ambiente 20 °C) y se filtró.





















refrigeración	 a	 5	 ºC.	 Las	 soluciones	 de	
lavado	fueron	almacenadas	para	determi-
nar	su	contenido	de	proteína.
Análisis del contenido de proteína. 
La confirmación de la proteína presente 
en la solución enzimática y la fijada en 
el	 soporte	 durante	 el	 procedimiento	 de	
inmovilización	 por	 adsorción	 (a	 partir	
de	 las	concentraciones	y	volúmenes	de	
las	 soluciones	 enzimática,	 de	 lavado	 y	
de	los	exudados	de	las	descongelaciones	
de	 los	 geles	 secados	 por	 CDS)	 se	 cal-
cularon	 a	 partir	 de	 ensayos	 de	 medida	
de	proteína	usando	el	método	de	Biuret	
a	una	longitud	de	onda	de	540	nm,	uti-
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caracterización de los soportes 
y de los sistema biocatalíticos
Determinación de humedad de los sopor-
tes. Se	midió	la	humedad	por	el	método	
gravimétrico	 hasta	 peso	 constante	 a	 95	
°C,	utilizando	una	balanza	analítica	Kern	
de	0,1	mg	de	precisión.
Pruebas cualitativas de estabilidad 








de	 hinchamiento	 último	 que	 mostraban	
en	 un	 variado	 conjunto	 de	 disolventes,	
fijando algunas condiciones típicas de 
reacciones	 enzimáticas	 o	 protocolos	 de	
inmovilización.	 Así,	 para	 establecer	 la	
resistencia	a	 la	agitación,	 se	hizo	 la	 in-
mersión	de	 los	distintos	 soportes	en	80	
mL de agua destilada (pH = 6,5) a di-
ferentes	 velocidades	 de	 agitación	 (800	
rpm,	 500	 rpm	 y	 120	 rpm)	 por	 8	 horas.	
Para	 medir	 la	 estabilidad	 química	 se	
realizó	 la	 inmersión	 de	 los	 soportes	 en	
diferentes	 solventes	 a	 temperatura	 am-
biente	 (HCl	 5%,	 NaOH	 diluido,	 agua,	
ácido	 acético,	 glicerina,	 hexano,	 buta-
nol,	etanol,	acetona,	isopropanol,	aceite	
de	higuerilla,	aceite	de	palma,	biodiesel)	
por 48 horas. En todos los casos, al final 




Espectroscopia infrarroja por trans-
formada de Fourier. Los	 diferentes	 so-





Análisis superficial por microscopía 
de fuerza atómica. La	 estructura	 super-
ficial de las películas de geles secas, con 
o	sin	enzima,	se	visualizó	utilizando	un	
microscopio	 de	 fuerza	 atómica	 (Park	






resolución de 256×256 pixeles.
Determinación del área superficial. 
Las pruebas de área superficial se efec-
tuaron	 en	 un	 analizador	 de	 porosidad	 y	
área superficial ASAP 2020 (Microme-




perficial = 0,52 ± 0,03 m2	g-1	y	=	15,8	±	
0,09	m2	g-1,	respectivamente.	La	muestra	












Medida de la actividad enzimática 
del biocatalizador. Para	la	medida	de	la	
actividad	se	utilizó	la	reacción	de	este-
rificación de ácido oleico y butanol en 
















la	 solución	 de	 ácido	 oleico	 en	 hexano.	
Para	 iniciar	 la	 reacción,	 se	 mezclaron	
37,5	mL	de	 soluciones	0,2	M	de	ácido	
oleico	 y	 butanol	 en	 hexano	 para	 obte-
ner	 una	 relación	 equimolar	 (0,1	 M)	 de	
sustratos.	Cada	sistema	de	reacción,	que	
contenía	1,28	g	de	sistema	biocatalítico	
(soporte	 más	 enzima	 inmovilizada)	 se	




cada	 5	 minutos,	 que	 se	 diluyó	 hasta	 10	





Este	 procedimiento	 se	 realizó	 sin	 ca-
talizador	 (blanco),	con	 lipasa	comercial	y	
con	la	lipasa	inmovilizada	en	los	geles	de	
quitosano-gelatina	 tanto	 por	 atrapamiento	
como	por	adsorción.
La	actividad	enzimática,	calculada	a	





estabilidad de los soportes  
de quitosano-gelatina en medios 
acuosos y no acuosos
Aunque	se	presentó	algún	grado	de	hin-
chamiento,	los	soportes	no	se	desintegra-
ron en agua destilada (20 °C, pH = 6,5) 






tabla 1. Estado final de los soportes quitosano:gelatina luego de la pruebas de estabilidad e hin-
chamiento
Solvente Estabilidad química Hinchamiento
HCl 5 % Inestable Sí
NaOH 2 % Inestable Sí
Agua Inestable Sí




Etanol 96% (v/v) Estable No
Acetona Estable No
Isopropanol Estable No
Aceite de higuerilla Estable No
Aceite de palma Estable No
Biodiesel Estable No










este	 registro	 cualitativo,	 no	 hubo	 distin-
ción en cuanto a la calificación del estado 




enzimas, tenían suficiente estabilidad para 
permanecer	íntegros	en	ensayos	de	segui-
miento	 de	 una	 reacción	 enzimática,	 que	
pueden	durar	48	o	más	horas.	
En	 conclusión,	 los	 soportes	 quitosa-
no-gelatina	 analizados	 en	 este	 estudio,	
aunque	 presentaron	 alguna	 estabilidad	
mecánica	 en	 agua	 durante	 ocho	 horas,	
solo	tienen	potencial	de	uso	como	sopor-
tes	 para	 inmovilización	 de	 enzimas	 en	
reacciones	en	medios	no	acuosos.	
Análisis de las alternativas  
de fabricación y humedad final  




6,0, y más evidentemente en 6,5, se for-
maron	 pequeños	 precipitados	 blancos.	




valores de pH mayores de o iguales a 6 
(16). 
En	cuanto	a	la	concentración	total	de	
la	 mezcla	 de	 biopolímeros	 se	 observó,	
para	el	caso	de	las	mezclas	de	3,5	y	4,0%,	
que	 la	 viscosidad	 del	 hidrogel	 era	 muy	
elevada y dificultaba su manipulación y 





para	 inmovilizar	 la	 lipasa	en	una	matriz	









de humedad final de los soportes.
tabla 2. Humedad final (%, base húmeda) de los soportes
Concentración total de biopolímeros
3,0% 3,5% 4,0%
Q:G 1:2 1:5 1:10 1:2 1:5 1:10 1:2 1:5 1:10
CDS 35,7 32,2 29,2 25,8 28,7 31,3 26,8 25,4 24,2
C 12,8 11,9 8,3 12,5 11,9 8,00 10,9 10,9 8,8
Q:G. Relación quitosano:gelatina ; CDS: Humedad final con secado CDS; C: Humedad final con secado convectivo



















convectivo	 y	 CDS.	 De	 acuerdo	 con	 los	








mediante	 CDS	 por	 su	 mayor	 porosidad	








talítico,	 debe	 tenerse	 en	 cuenta	 algunos	
factores	 asociados	 a	 su	 estructura,	 que	
pueden	limitar	su	actividad	catalítica:	la	
macroporosidad,	 que	 afecta	 la	 difusión	





alojan	 las	 moléculas	 de	 enzima	 y	 que,	
para una mejor eficiencia y capacidad 
de	 inmovilización,	 idealmente,	 debiera	
ser	de	un	tamaño	ligeramente	mayor	que	
el	 radio	hidráulico	de	 la	proteína	 inmo-
vilizada	 en	 la	 matriz	 (17).	 Para	 lograr	





Estructura superficial.	 La	 microsco-
pía	de	fuerza	atómica	(AFM),	una	técnica	
que permite estudiar la estructura superfi-
cial,	ha	sido	utilizada	por	investigadores	
interesados	en	el	estudio	de	la	topografía	
superficial de membranas (18)
La	morfología	observada	para	tres	so-
portes	(3%	de	contenido	total	de	biopolí-
meros,	 deshidratados	 mediante	 CDS)	 de	
diferente	 relación	 quitosano:gelatina	 fue	
distinta,	como	se	observa	en	las	imágenes	
topográficas mostradas en la Figura 1. Las 
micrografías	tomadas	a	las	diferentes	pe-
lículas corresponden a un tamaño de 5×5 








































Figura 1. Imágenes topográficas de tres tipos de soportes obtenidos mediante CDS. Concentra-
ción	total	de	biopolímeros:	3,0	%




de quitosano es estructurar la superficie, 
es	 decir,	 hacerla	 homogénea	 y	 porosa	















tabla 3. Área superficial interna (m2/g)	de	los	
soportes	de	quitosano-gelatina.	Concentración	
total	de	biopolímeros	en	las	muestras:	3,0	%
Q:G 1:2 1:5 1:10
CDS 2,9908 1,6765 0,8760
C 0,2654 0,2842 0,2006
Q:G.	Relación	quitosano:gelatina
CDS: Área superficial para muestras secadas mediante 
CDS
C: Área superficial para muestras secadas con aire
Las cifras de área superficial de la Ta-
bla	3	son	coherentes	con	 las	apreciacio-
nes	cualitativas	sobre	estructura	acerca	de	
los	 materiales	 secos	 obtenidos	 mediante	
secado	por	 convección	y	CDS.	Los	pri-
meros,	 rígidos	 y	 compactos,	 tienen	 los	
valores más bajos de área superficial; los 
segundos	 muestran	 cifras	 entre	 cuatro	 y	
doce	 veces	 superiores	 respecto	 de	 esta	
característica	y,	entre	ellos,	los	de	propor-
ción	1:2	en	la	relación	quitosano:gelatina	




estas cifras y la estructura superficial que 
aparece	en	 las	micrografías	de	 la	Figura	
1: la mayor área superficial corresponde a 
la superficie más estructurada. 
El área superficial de los soportes de 
quitosano	 depende	 principalmente	 del	
procedimiento	 de	 secado	 de	 los	 hidro-
geles.	Cuando	se	usa	secado	convectivo	
con	aire	se	ha	reportado,	para	pequeñas	
esferas de quitosano, áreas superficiales 
menores	de	0,5	m2	g-1(20);	usando	seca-
do	por	aspersión	 se	obtienen	valores	 li-
geramente	 superiores	 (0,74-3,01	 m2	 g-1)	
(21). El secado al vacío y la liofilización 
permiten	alcanzar	entre	10	y	150	m2	g-1	
(22);	el	secado	supercrítico	conduce	a	la	
obtención de las más altas áreas superfi-
ciales	(hasta	200	m	2	g-1)	(23).	Puede	con-
cluirse	que	mediante	la	técnica	descrita,	
para	 mezclas	 de	 quitosano-gelatina	 con	
concentración	 toral	 de	 biopolímeros	 de	
3,0%	 secadas	 mediante	 CDS,	 se	 logran	













Espectroscopia infrarroja por trans-
formada de Fourier. Los	espectros	infra-















modos	 de	 vibración	 de	 los	 grupos	 CH,	
CH2	 y	 CH3	 (24)	 y	 una	 segunda	 amplia	
banda	con	dos	pequeños	picos	y	un	mí-







por	 deshidratación	 mediante	 CDS	 son	
mostrados	en	la	Figura	2.	
El	 espectro	 del	 quitosano	 muestra	
un	 fuerte	pico	característico	de	amida	a	
1.654 cm−1;	 una	 banda	 amplia	 con	 tres	















cambios	 indican	 la	 interacción	 de	 las	
moléculas	de	gelatina	y	quitosano	por	la	
formación	 de	 puentes	 de	 hidrógeno	 en-
tre	ellas	en	el	complejo	polielectrolítico	
creado entre los dos biopolímeros (26).
Inmovilización de la enzima
De	acuerdo	con	los	resultados	de	la	Tabla	
3, el área superficial de los soportes ob-
tenidos	 mediante	 CDS	 es	 baja.	 General-
mente, la eficiencia de la inmovilización 
de	una	enzima	la	determina	el	área	super-
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ficial del soporte. Esto ha sido cuestionado 
para	el	caso	de	la	inmovilización	de	lipa-
sas	en	soportes	biopoliméricos	en	los	que	
resulta ser más importante la afinidad del 
material	 de	 soporte	 por	 las	 enzimas	 que	
su área superficial(27). Tal parece ser la el 
caso	en	este	estudio	pues	los	resultados	de	










que	 la	 cantidad	de	 enzima	adsorbida	por	










tados de actividad específica (U/g de pro-
teína	o	U/g	de	soporte)	obtenidos	en	este	
estudio	con	 los	de	 trabajos	 similares	en	










LC (n-hexano) 0,16 0,90 Este trabajo
Atrapamiento (Q:G = 1:2) 0,04 0,87 Este trabajo
Adsorción (Q:G = 1:2) 0,06 1,03 Este trabajo
LCC (n-heptano) 0,01-0,03 - (28)
LC (iso-octano) 0,07 - (29)




Los	 resultados	 de	 actividad	 de	 los	
sistemas	 inmovilizados	 obtenidos	 en	
este	 trabajo	 muestran	 actividades	 cata-
líticas	 comparables	 a	 las	 reportadas	por	
estudios	 similares	 en	 sistemas	 de	 reac-
ción	 semejantes	 que	 usaron	 medios	 no	
acuosos	distintos	al	hexano.	Este	hecho	
puede	 explicar	 en	 parte	 las	 variaciones	
de	los	valores	de	la	actividad.	En	el	caso	
de	la	inmovilización	por	atrapamiento,	la	
actividad	 es	menor	 respecto	de	 la	 de	 la	
inmovilización	 por	 adsorción,	 posible-
mente	por	 las	 restricciones	a	 la	 transfe-
rencia	de	masa	que	lleva	a	restringir	más	
el flujo de sustratos a través de la matriz 
biopolimérica.	






















atrapamiento y de 45,6 y 80,2% en al 





tor	 determinante	 de	 la	 estabilidad	 y	 la	
homogeneidad	de	las	dispersiones	fue	el	
pH,	 siendo	5,5	el	valor	 en	el	que	 se	no	
se	 presentó	 precipitación	 del	 quitosano.	
En	 cuanto	 a	 la	 concentración	 total	 de	
biopolímeros,	las	mezclas	de	3,5	y	4,0%	
proporcionaron	hidrogeles	de	alta	visco-
sidad, lo que dificultó los pasos posterio-
res	de	los	protocolos	de	obtención	de	los	
soportes.	Respecto	del	método	de	secado,	
los	 materiales	 obtenidos	 mediante	 CDS	
(6 ciclos) fueron escogidos para llevar a 
cabo	 la	 inmovilización	 de	 la	 lipasa	 por	



















Los	 resultados	 de	 actividad	 de	 los	
sistemas	 inmovilizados	 en	 este	 trabajo	
muestran	actividades	catalíticas	de	este-
rificación en medio no acuoso, compa-
rables	 a	 las	 reportadas	 por	 estudios	 si-
milares.	En	el	caso	de	la	inmovilización	
por	atrapamiento,	 la	actividad	es	menor	
respecto	 de	 la	 de	 la	 inmovilización	 por	
adsorción,	 posiblemente	 por	 las	 restric-
ciones al flujo de sustratos que impone la 
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